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摘 要 : 反 硝化 是 根 际 氮 素 损失 重要 途径 ， 作 物品 种 和 行距 改变 是 否 会 对 根 际 反 硝化 产生 影响 尚 不 清楚 。 本 研 
究 比较 了 不 同 玉 米 品种 和 种 植 行距 间 根 际 土壤 反 硝化 菌 群 丰 度 和 功能 的 差异 ， 为 降低 根 际 反 硝化 损失 和 提高 
氮肥 利用 效率 提供 科学 依据 。 通 过 两 个 独立 的 田间 试验 , 利用 生物 化 学 和 分 子 微生物 学 方法 , DHFR RE 
20°. ‘ER 8B. AMM 958°. HE 18’ 和 “隆平 206’ 5 个 玉米 品种 以 及 20 cm、30 cm、40 cm、50 cm 种 植 行 


距 对 根 际 土壤 反 硝 化 能 力 、 


反 硝 化 菌 群 丰 度 、N2O/GN2O+N2) 产 物 比 和 土壤 呼吸 等 指标 的 影响 。 RB 20°, 


农 8 号 "、“ 郑 单 958" 根 际 反 硝化 能 力 显著 低 于 其 他 两 个 品种 ; 随 着 行距 减少 ， 反 硝化 能 力 有 显著 增加 趋势 。' 隆 


F206 fum E 18 H ninS 型 反 硝 化 菌 群 丰 度 显著 高 于 其 他 品种 ,而 nirK 和 nosZ 型 菌 群 的 丰 度 以 ‘ 浚 单 20' 和 ' 安 


农 8 号 最 高 ; 行距 20 cm 的 nirs 和 nirK 型 菌 丰 度 显著 高 于 其 他 行距 处 理 , 但 nosz 型 菌 丰 度 以 40 cm 行距 丰 
度 最 大 。 品种 对 N2O/(IN2O+N5) 产 物 比 有 一 定 影响 ， 其 中 * 安 农 8 号 "最低 ,但 行距 对 产物 比 没有 显著 影响 . 相关 
分 析 表 明 反 硝化 能 力 与 土壤 呼吸 和 nirs 型 菌 群 丰 度 均 极 显著 正 相 关 , 但 与 nosz 和 nirK 型 菌 群 未 呈现 这 种 关 
系 ， 由 此 表明 nirs 型 菌 丰 度 和 根 际 有 机 碳 差异 可 能 是 造成 反 硝 化 能 力 不 同 的 主导 因子 。 品 种 和 种 植 行距 会 对 


玉米 根 际 反 硝化 过 程 产生 一 
反 硝 化 损失 ,提高 氮肥 利用 效率 的 有 效 途 径 。 
关键 词 : 玉米 ; 品种 ; 行距 ; 


定 影响 ， 根 际 低 反 硝化 损失 品种 的 筛选 、 选 育 和 根 际 反 硝 化 过 程 调 控 是 减少 根 际 
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pathway of nitrogen loss in the rhizosphere. It is unknown whether changes in variety and row 


spacing of crop have any impacts on denitrification in the rhizosphere. Thus this study compared the differences in abundance and 
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function of denitrifiers in the rhizosphere of different maize varieties and row spacings. The aim of the study was to provide scientific 
basis for reducing rhizosphere denitrification losses and improving nitrogen use efficiency. Based on data from two independent field 
experiments, the study investigated the effects of five maize varieties (‘Xundan 20’, ‘Annong 8’, ‘Zhengdan 958’, ‘Pinyu 18’ and 
‘Longping 206’) and four row spacings (20 cm, 30 cm, 40 cm and 50 cm) on denitrification capacity, abundance of denitrifiers, 
N,O/(N,0+N;) ratio and soil respiration in the rhizosphere using biochemical and molecular microbiological methods. 
Denitrification capacities in the rhizospheres of ‘Xundan 20’, ‘Annong 8’ and ‘Zhengdan 958’ were significantly lower than those in 
the rhizosphere of the other maize varieties. With decreasing row spacing, denitrification capacity in rhizosphere soil obviously 
increased. The abundances of nirS-denitrifiers in the rhizospheres of ‘Longping 206’ and ‘Pinyu 18’ were significantly higher than 
those in the rhizospheres of the other maize varieties. The abundances of nirK- and nosZ-denitrifiers in the rhizospheres of ‘Xundan 
20’ and ‘Annong 8’ were the highest. In all the row spacings, 20 cm had the highest abundances of nirS- and nirK-denitrifiers. As for 
nosZ-denitrifiers, the most abundance was found in the 40 cm row spacing treatment. The change of variety had a certain impact on 
N20/(N20+N)) ratios (e.g. ‘Annong 8’ had the lowest ratio), but the effect of row spacing was no significant. Correlation analysis 
showed there was a significantly positive correlation between denitrification capacity and soil respiration or the abundance of 
nirS-denitrifiers. But not significant correlation was found between denitrification capacity and the abundances of nosZ or 
nirK-denitrifiers. This suggested that differences in the abundances of nirS-denitrifiers and organic carbon in the rhizosphere were the 
dominant factors causing the changes in denitrification capacity. Changes in variety and row spacing could affect denitrification of 
maize rhizosphere as well. The screening of varieties with low denitrification loss and the regulation of denitrification processes in 
the rhizosphere were effective ways of reducing rhizosphere denitrification loss and improving crop nitrogen use efficiency. 

Keywords: Maize; Variety; Row spacing; Rhizosphere; Denitrification capacity; Denitrifying bacterial flora; N20/(N20+N2) 
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根 际 是 植物 、 土 壤 和 微生物 相互 交流 的 中 心 , 也 
是 植物 与 土壤 生态 系统 物质 交流 的 最 活跃 区 域 0)。 根 


影响 ， 目 前 尚 不 清楚 。 除 品种 优选 外 ， 通 过 调节 行距 
优化 群体 密度 也 是 作物 增产 的 一 项 有 效 措施 ， 被 广 


际 生态 过 程 的 调控 是 提高 作物 养分 利用 效率 的 关 
键 。 氮 素 转 化 是 根 际 最 核心 的 生态 过 程 之 一 , 与 作 
物 氮肥 利用 率 和 和 氮 素 相关 环境 污染 密切 相关 。 气 素 
转化 中 反 硝 化 过 程 将 植物 可 利用 的 NO; 还 原 为 植物 
较 难 利用 的 N20, NO 和 N; 等 气态 产物 ， 直 接 导致 
根 际 氮 素 损失 。 此 外 , N20 和 NO 是 大 气 中 主要 的 痕 
量 气体 ， 对 全 球 气 候 变 暖和 臭氧 层 破坏 起 到 重要 作 
用 中 1。 因此 ,深入 研究 根 际 土壤 反 硝化 过 程 对 于 提 
高 作物 氮肥 利用 率 、 降 低 痕 量 气体 排放 和 促进 低 碳 
农业 发 展 具有 重要 意义 。 

反 硝 化 过 程 主 要 由 反 硝 化 菌 群 驱动 ,受到 土 塘 
NORE. 土壤 pH 和 有 机 碳 及 盐分 含量 等 因素 的 调 
控 (l。 在 作物 生长 过 程 中 ,根系 会 通过 吸收 NO, 
盐 基 离子 或 释放 有 机 碳 调 节 根 际 土壤 NO; 浓度 、pH 
和 盐分 和 有 机 碳 含 量 ， 进 而 影响 反 硝化 过 程 。 例 如 ， 
作物 一 生 通 过 根系 可 释放 约 占 整个 光合 产物 17% 的 
有 机 碳 ， 这 些 有 机 碳 为 根 际 反 硝 化 菌 提 供 重 要 的 能 
mO, EE NO3 含 量 高 的 土壤 中 , 根 际 反 硝化 率 
是 非 根 际 土壤 的 22 倍 路 。 不 同 种 类 植物 根系 在 吸 肥 
和 分 滋 有 机 碳 方面 存在 差异 ， 其 根 际 反 硝 化 特征 也 
应 不 同 。 前 人 研究 发 现 不 同 植物 种 类 对 根 际 nirK 型 
反 硝 化 菌 群 结构 产生 显著 影响 ”lo。 同样 ， 同 种 作物 的 
不 同 基因 型 在 吸 肥 和 分 泌 有 机 碳 量 和 质 方面 也 存在 
差异 "… 1， 这 些 差异 是 否 对 反 硝 化 菌 群 和 功能 产生 


泛 应 用 于 农业 生产 。 不 同 种 植 行距 会 对 作物 根系 吸 
肥 和 有 机 物 释 放 造 成 显著 影响 ' ”1 但 目前 种 植 行 
距 对 根 际 反 硝化 的 影响 也 不 明确 。 

通过 两 个 独立 的 田间 小 区 试验 ,本 研究 比较 了 
不 同 玉 米 品 种 和 种 植 行距 间 根 际 土壤 nirs, nirk 和 
nosZ 型 反 硝 化 菌 丰 度 的 差异 ， 同 时 结合 反 硝 化 能 
和 N20/(N2O+N;) 产 物 比 的 测定 ， 明确 反 硝化 功能 的 
变化 特征 ,为 前 明 品 种 和 种 植 行距 间 植 株 根 际 反 硝 
化 特征 差异 、 降 低 根 际 氮 素 损失 和 提高 作物 氮肥 利 
用 率 提供 科学 依据 。 


1 材料 与 方法 
1.1 试验 点 概况 

本 研究 包括 两 个 试验 地 点 ,分 别 为 阜 南 和 合肥 
试验 点 。 童 南 试验 点 位 于 安徽 省 阜 南 县 农业 科学 研 
究 所 试验 园 (32°%66'N, 11$"$9'E)。 该 地 区 年 平均 温度 
和 降雨 量 分 别 为 15 CH 900 mm, 土壤 类 型 为 砂浆 黑 
土 , 试验 前 表层 土壤 (0~20 cm) 全 所 含量 1.53 mgkg', 
碱 解 氮 83.2 mg-kg :， 速 效 磷 56.5 mg-kg !， 速 效 钾 
78.7 mgkg', 有机质 16.8 gkg“, GARRIA A 
FRE AMTT ZARIA F REAR Wwe e 
(31°87'N, 117"25'E)。 该 区 年 平均 温度 为 15.7 °C, 
雨量 近 1 000 mm 土壤 类 型 为 黄 褐 土 ， 玉 米 种 植 前 
0~20 cm 土 层 有 机 质 含量 145 gkg ,全 气 1.21 mgkg', 
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碱 解 所 76.4 mg-kg !， 速 效 磷 32.4 mg-kg |, TRA 
84.6 mg'kg`'o 
12 ”试验 布置 与 样品 采集 

试验 1 为 玉米 品种 比较 试验 , 在 阜 南 试验 点 进 
行 ; 试验 2 为 不 同 种 植 行距 试验 ,试验 地 点 为 合肥 
试验 点 。 试 验 主 要 采用 完全 随机 设计 ,每 个 处 理 3 
次 重复 。 

试验 1, 小 区 面积 为 28 m’ (4 mx7 m)， 供 试 玉米 
品种 包括 : 浚 单 20'CXD)、 安 农 8 5’ (AN), ‘ABH 958’ 
(ZD) ‘mÆ 18'(PY) 和 :隆平 206'(LP)。2013 年 6 月 
10 日 播种 , 种植 密度 为 6 万 株 :.hm”*， 氮肥 用 量 为 
240 kg(N):hm”， 基 追 比 5:5, 追肥 在 大 喇叭 口 进 
行 。 磷 肥 和 钾肥 用 量 分 别 为 105 kg(P205)-hm- ”和 
105 kg(K20):hm“， 全 部 作为 基肥 施用 。 更 多 试验 细 
节 可 参考 文献 [14]。 

试验 2， 玉 米 品 种 为 ‘< 郑 单 958’。 小 区 面积 为 8 
(2 mx4 m), 主要 设置 20 cm、30 cm、40 cm 和 50 cm 
4 个 行距 处 理 ， 株 距 都 为 30 cmo 2013 年 6 月 16 
日 播种 ,氮肥 用 量 为 220 kg(N)-hm“， 基 追 比 5 : 5, 
追肥 在 大 喇叭 口 进行 。 磷 肥 和 钾肥 用 量 分 别 为 
120 kg(P,Os)-hm~ 和 110 kg(K:0)hm”, 全 部 作为 
基肥 施用 。 

于 玉米 开花 初期 在 每 个 小 区 随机 选 点 取样 ， 控 
取 玉 米 根 系 采 用 拌 根 分 离 法 取 根 系 所 粘土 壤 为 根 
际 土壤 , 用 直径 5 cm 土 钻 取 相 应 植株 行 间 土壤 为 
非 根 际 土壤 (1。 取 样 后 装 入 塑料 封口 袋 内 ， 放 入 装 
有 冰袋 的 保温 箱 内 ， 带 回 实 验 室 后 过 2 mm 筛 ,分 
两 部 分 储藏 ， 一 部 分 放 在 -20 'C 冰 箱 储 藏 ， 主要 用 
于 反 硝 化 功能 基因 分 子 定量 试验 ; 另 一 部 分 放 在 
4 CC 冰箱 储藏 ， 主 要 用 于 培养 试验 和 土壤 理化 性 状 
测定 。 
13 ”土壤 微生物 总 DNA 提取 和 功能 基因 荧光 定量 

取 0.5 g 土 样 , 用 土壤 DNA 提取 试剂 盒 (Fast DNA 
SPIN Kit for Soil, 美国 Q-BIO gene 公司 )， 按 试剂 盒 操 
作 步 又 ,提取 土壤 微生物 总 DNA， 总 提取 量 为 80 pL。 
洗 脱 液 放 入 -20 'C 冰 箱 储 藏 。 分 别 选取 nirScd3aF/ 
nirSR3cd, nirK1F/nirK5R 和 nosZ1F/nosZIR 3 对 引 
物 扩 雹 反 硝 化 菌 功 能 基因 nirS、nirK 和 nosz! 
50 kL 反应 体系 包括 25 uL SYBR Premix Ex Taq 
(TaKaRa， 日 本 )， 引 物 各 1 pL (10 umol L’), DNA 模 
板 1 nL， 其 余 的 用 灭 菌 高 纯 水 补 齐 。nirs 扩 增 程序 
为 95 'C 2 min; 95 C 30s, 58 °C 45 s, 72 C 455, 
35 个 循环 。nirK 的 PCR 反应 程序 为 : 94 °C 3 min; 
94 C 45 s, 55 'C 45 s, 72 'C 1 min, 35 MEIT nosz 的 
PCR 反应 程序 为 95 °C 3 min; 94 'C 20s,59 °C 20s, 


72 °C 30 s, 35 个 循环 。 定 量 PCR 反应 在 Mx3000P 
real-time PCR 系统 (Stratagene, USA) 上 进行 。 质 粒 
和 标准 曲线 的 制备 主要 依照 王 晓 辉 的 方法 。 
1.4 反 硝 化 能 力 (Denitrification Capacity, DC), 
N20/(N;O+N;) 和 土壤 呼吸 测定 

反 硝化 能 力 的 测定 主要 按照 Šimek 的 标准 方法 1。 
各 小 区 取 两 组 10 g 根 际 鲜 土 放 入 两 组 120 mL 培养 
瓶 中 ,向 瓶 中 加 入 4 mL 浓度 为 10 mmol:L BY KNO; 
溶液 ， 随 后 密封 ， 并 用 氢气 反复 冲洗 4 次 。 其 中 一 组 
注入 10 mL GIR, HARA. ECR, 
用 装 有 少量 水 、 没 有 活塞 的 注射 器 插入 瓶 塞 用 来 平 
衡 瓶 内 气压 。 在 24 h 和 48 h 后 ， 两 组 都 抽取 5 mL 
气体 上 气相 色谱 测定 NXO 和 CO. RE (HH Agilent, 
GC-7890A)， 防 止 气压 变 低 ,由 相同 体积 的 氢气 进行 
补 气 平衡 。 根 据 24 h 到 48 h N20 和 CO, 浓度 变化 率 
计算 反 硝 化 能 力 、N2O/IN2O+N?) 和 土壤 呼吸 P020。 其 
PRINZ RASH N,O 气体 变化 率 是 反 硝 化 能 
代表 反 硝 化 总 量 NOH., 的 产生 率 ; PAM ZING 
FAR NO 气体 变化 量 代表 反 硝 化 过 程 NO 排放 率 。 
15 土壤 pH、 无 机 氮 、 电 导 率 和 含水 量 测定 

土壤 无 机 氮 (NHi-N 和 NO3-N) 主 要 在 1.0 mol-L! 
KCl 浸 提 后 , 用 流动 分 析 仪 测定 (TRAACS2000， 
Hamburg， 德 国 )。 电 导 率 和 土壤 pH 由 电导 仪 和 土壤 
pH WEE, E), 水土 比 为 5 : 1。 土 壤 仿 水 
量 (%) 为 土壤 水 质量 / 烘 干 土质 量 x100%。 
16 ”数据 统计 与 分 析 

数据 用 SPSS 19 分 析 软 件 进行 单 因 素 方 差 和 相 
关 性 分 析 。 图 中 数据 为 处 理 平均 值 + 标准 差 。 图表 由 
Microsoft Excel 2007 作 图 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 玉米 品种 和 种 植 行距 对 根 际 土壤 化 学 性 状 的 

影响 

从 表 1 可 以 看 出 , 不 同 品种 玉米 根 际 土壤 的 基 
本 化 学 性 状 存 在 较为 明显 的 差异 。' 隆 平 206' 根 际 土 
R pH 显著 低 于 其 他 几 个 品种 。 硝 态 氮 含量 :隆平 
206’ 最 高 ,“ 浚 单 20? 最 低 ， 而 铵 态 气 含 量 则 相反 。 根 
际 土壤 电导 率 '‘ 安 农 8 号 ;和 ' 品 玉 18’ 最 高 , “ 郑 单 958， 
和 :隆平 206’ 次 之 ,‘ 浚 单 20' 最 低 。 不 同 品种 根 际 土 
壤 合 水 量 也 存在 一 定 差异 ,“ 浚 单 20* 和 “隆平 206' 显 
著 高 于 ' 安 农 8 号 ;和 ' 品 玉 18’。 

种 植 行距 对 土壤 化 学 性 状 也 产生 较 明 显影 响 。 随 
着 行距 的 减少 , 根 际 土 壤 pH 显著 降低 , 行距 20 cm 
时 土壤 pH 下 降 为 5.55, 与 周围 土 体 相 比 下 降 近 1 个 
单位 。 在 无 机 氮 方 面 , 50 cm 行距 处 理 显 著 低 于 其 他 
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ANIV | xv a | 
表 1 玉米 品种 和 种 植 行距 对 根 际 土壤 性 状 的 影响 
Table 1 Effects of maize varieties and row spacing on characteristics of rhizosphere soil 
、 品种 Variety 
性 状 - — _ 
Characteristics 2% 20 安 农 8 号 郑 单 958 品 玉 18 隆平 206 非 根 际 土 
Xundan20 Annong 8 Zhengdan 958 Pinyu 18 Longping 206 Bulk 
pH 5.86+0.04b 5.74+0.09b 5.78+0.11b 5.83+40.13b 5.53+0.10c 6.40+0.12a 
NO3 (mg'kg ') 27.2143.95d 30.6942.31ed 33.78+0.40c 32.40+1.76c 40.65+1.40b 54.1343.54a 
NH4 (mg'kg`') 36.7745.52a 29.62+4.84ab 24.16+2.37be 26.10+1.87be 28.4342.37bc 20.24+2.41¢ 
EC (uS-cm"') 80.30+5.96e 160.63+4.01b 150.63+1.36c¢ 158.50+43.58b 100.33+2.26d 174.17+2.38a 
=> a 
ake 18.35+40.57ab 15.81 二 0.19c 16.61+0.25be 15.72+2.63c 18.96+0.57a 20.52+1.45a 
Water content (%) 
性 状 行距 Row spacing (cm) 
Characteristics 20 30 40 50 非 根 际 土 Bulk soil 
pH 5.55+0.03d 5.86+0.07c 6.17+0.04b 6.33+0.04b 6.54+0.04a 
NO3 (mg-kg !) 60.11+1.29b 61.7442.24b 69.34+8.11b 54.65+6.70c 30.5742.09d 
NH4 (mg'kg`') 34.4141.41ab 31.0542.56b 34.78+5.73a 26.01+0.63c 20.56+0.92¢ 
EC (LS:cm !) 131.10+2.76b 128.13+4.71b 145.57+1.82a 123.3743.09b 121.63+13.36b 
=> a 
会 水 量 17.68+2.87a 17.15+1.93a 15.98+2.65ab 14.8342.05ab 13.6941.12b 


Water content (%) 


不 同 字 和 母 表示 在 品种 或 行距 之 间 差 异 显著 (P<0.05)。Different letters indicate significant differences between varieties and row spacings 


(P < 0.05). 


行距 处 理 。40 cm 行距 处 理 土壤 电导 率 最 大 。 此 外 ， 
品种 和 行距 比较 试验 均 显示 玉米 开花 期 根 际 土壤 
pH 显著 低 于 周围 非 根 际 土壤 。 
2.2 ”玉米 品种 和 种 植 行距 对 根 际 土壤 反 硝 化 菌 群 
丰 度 的 影响 
1A 显示 ' 品 玉 18: 和 :隆平 206’ 根 际 土壤 中 
nirs 型 反 硝化 菌 群 丰 度 显著 高 于 其 他 3 个 玉米 品种 。 
在 nirk 型 和 nosz 型 反 硝 化 菌 群 方面 , 2AF 20* 和 ' 安 
农 8 号 的 丰 度 显著 高 于 其 他 3 个 品种 (图 1)。 此 外 ， 
B20? LR 8 SAAB 958’ HY nosZ/(nirS+nirk) 
比例 显著 高 于 ‘ 品 玉 187M EF 206 (E 1B). 


种 植 行距 也 对 反 硝 化 菌 群 产生 明显 影响 。 从 图 
D nirS 
O nirk 


a 


25 


N 
© 


nirS 拷 贝 数 
a 


nirS copies [x10°-g ‘(soil)] 


一 
© 


nirK copies [x10*-g‘(soil)] 


a 


0 
XD AN ZD PY LP Bulk 


nosZ 找 贝 数 
nosZ copies [x 10°-g'(soil)] 


2A 可 以 看 出 ，20 cm 行距 根 际 土壤 中 nirs 型 和 nirk 
型 反 硝化 菌 群 丰 度 显著 高 于 其 他 3 个 行距 处 理 。 在 
nosZ 型 菌 群 方 面 , 40 cm 行距 处 理 的 丰 度 最 高 ， 其 他 
处 理 之 间 差 异 不 显著 (图 2B)。 与 品种 的 影响 不 同 ， 
行距 对 nosZ/(nirStnirK) 比 例 的 影响 较 少 ， 处 理 之 间 
差异 不 显著 (图 2B)。 

比较 两 个 试验 根 际 和 非 根 际 土壤 可 知 ， 根 际 土 
RP nirs 型 反 硝化 菌 群 丰 度 显著 高 于 非 根 际 土壤 ， 
但 根 际 土壤 nirK 和 nosz 型 反 硝 化 菌 群 丰 度 并 不 完 
全 高 于 非 根 际 土壤 (图 1、 2)。 两 个 试验 中 ， 根 际 
土壤 中 nirs 型 反 硝 化 菌 群 丰 度 远 高 于 wz 天 型 ,它们 
之 间 相 差 两 个 数量 级 以 上 (图 1、 图 2)。 


C nosZ 拷贝 数 nosZ copies 


& 一 :一 nosZ/(nirK+nirS) 0.4 


0.3 


0.2 


nosZ/(nirK+nirS) 


0.1 


Bulk 


PY LP 


玉米 品种 Maize varieties 


1 
Fig. 1 


玉米 品种 对 根 际 土壤 nirs 和 nirK 型 反 硝 化 菌 群 丰 度 (A) 和 nosz 型 反 硝 化 菌 群 丰 度 及 nosZ/(nirSt+nirk)(B) AY 34 Md 


Effect of maize varieties on abundances of denitrifiers containing nirS and nirK genes (A), and abundance of denitrifiers 


containing nosZ genes and nosZ/(nirSt+nirk) (B) in rhizosphere soil 
XD ABH 20’, AN KRR 8 号, ZD 为 郑 单 958’, PY 为 ' 品 玉 18’, LP AEF 200’, Bulk 为 非 根 际 土 。 不 同 字母 表示 在 品种 之 
ia] =F & B(P<0.05). XD: Xundan20; AN: Annong 8; ZD: Zhengdan 958; PY: Piyu 18; LP: Longping 206. Different letters indicate 


significant differences among varieties (P < 0.05). 
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| 


PS C nosZ #4 Vl% nosZ copies 
B nir 


nosZ/(nirK+nir, 4 
z 1207 A O nirK 100 a 107, 一 “一 ( S) 0 
= 100 3 8 
= eee A 
g n 80 RO RK = 
zS KS KS é 
ox 60 wx Bx X 
B 本 Min N n SS 
3.2 £2 $2 N 
2 “有 $ 
2 2 关 3 
= x S 
0 0 
20 30 40 50 Bulk 20 30 40 50 Bulk 
行距 Row spacing (cm) 
2 玉米 种 植 行距 对 根 际 土壤 nirs 和 nirk 型 反 硝 化 菌 群 丰 度 (A) 和 nosz 型 反 硝 化 菌 群 丰 度 及 nosZ/(nirS+nirK)(B) 4 
By 响 
A 


Fig.2 Effect of maize row spacing on abundance of denitrifiers containing nirS and nirK genes (A), and abundance of denitrifiers 
containing nosZ genes and nosZ/(nirSt+nirK) (B) in rhizosphere soil 
Bulk 为 非 根 际 土 ， 不 同 字母 表示 行距 间 差 异 显 著 (P<0.05)。Bulk: non-rhizosphere soil. Different letters indicate significant differences 


among row spacings (P < 0.05). 
2.3 ”玉米 品种 和 种 植 行 距 对 根 际 土壤 反 硝 化 能 力 、 产物 比 和 根 际 土壤 呼吸 方面 , ZR 8 号 ' 均 显著 低 于 
N20/(N2O+N2) 产 物 比 和 土壤 呼吸 的 影响 其 他 品种 (图 3)。 除 品种 影响 外 ， 种 植 行距 也 对 反 硝 
从 图 3A 可 知 , “隆平 206; 和 ' 品 玉 18’ 根 际 土壤 反 ”化 能 力 和 土壤 呼吸 产生 显著 影响 。 随 着 行距 减少 反 硝 
硝化 能 力 显 著 高 于 其 他 3 个 品种 。 在 NO/(GN2O+N2) “化 能 力 有 显著 增加 的 趋势 , 20 cm 处 理 的 最 高 (图 4A)。 


= CDC ~—o—N,0/(N,O4N,) 500 
T 10074 q © a a 1.0 
T= ‘ob an 
A = 
Z 80 0.8 7 400 
T 会 2 
= Z x2 
Re 60 0.60, X% 300 
39'535 Ss ee 
Ire Z =o 
SÈ 6 ag 
=e 40 042 4H 200 
XS < = 
È 20 0.2 = 100 
E A 
一 
8 0 0 
a XD AN ZD PY LP Buk XD AN ZD PY LP Buk 


玉米 品种 Maize variety 


3 玉米 品种 对 根 际 土壤 反 硝 化 能 力 、NzO/(N2O+N2?) 比 (A) 和 土壤 呼吸 (B) 的 影响 
LJ Fig.3 Effect of maize varieties on denitrification capacity, N20/(N20+N2) (A) and soil respiration (B) of rhizosphere soil 


Bulk 为 非 根 际 土 ， 不 同 字母 表示 品种 间 差 异 显著 (P<0.05)。Bulk: non-rhizosphere soil. Different letters indicate significant differences 
among varieties (P < 0.05). 


A = DC 
100 


上 CN Ce 
K jag a 
N,O/(N,O+N,) 


N 
© 


土壤 呼吸 
Soil respiration [ng(C)-g7-h"'] 


反 硝 化 能 力 
Denitrification capacity [ng(N)-g¢'-h"] 


Oo 


0 
20 30 40 50 Bulk 20 30 40 50 Bulk 
行距 Row spacing (cm) 


4 种 植 行距 对 根 际 土壤 反 硝 化 能 力 、N2O/(N2O+N?) 比 (A) 和 土壤 呼吸 (B) 的 影响 
Fig.4 Effect of maize row spacing on denitrification capacity, N20/(N20+N2) (A) and soil respiration (B) of rhizosphere soil 
Bulk 为 非 根 际 土 , 不 同 字母 表示 行距 间 差 异 显著 (P<0.05)。Different letters indicate significant differences among row spacings (P < 0.05). 
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此 外 , 20 cm 的 土壤 呼吸 也 显著 高 于 其 他 行距 较 大 处 
理 。 与 品种 的 影响 不 同 , 行距 对 N.O/(N.O+N.) F H 
比 没有 显著 影响 。 两 个 试验 中 , 根 际 土壤 反 硝 化 能 
力 和 土壤 呼吸 均 显著 高 于 非 根 际 土壤 。 
2.4 品种 和 行距 比较 试验 中 被 测量 变量 之 间 相 关 
性 分 析 
在 两 个 比较 试验 中 , 反 硝 化 能 力 与 土壤 呼吸 极 
显著 正 相关 (x=0.889 Al] 0.866, P<0.01), 与 土壤 pH 呈 
极 显 著 负 相 关 ( 盖 -0.726 和 -0.918, P<0.001)。 土壤 呼 
吸 和 土壤 pH 之 间 也 表现 出 极 显著 负 相关 。 此 外 ， 反 


硝化 能 力 与 nirs 反 硝 化 菌 群 丰 度 也 极 显著 正 相关 
(r=0.850 和 0.795, P<0.01)。 在 玉米 品种 比较 试验 中 ， 
反 硝 化 能 力 与 nirK 型 反 硝化 菌 群 丰 度 极 显著 负 相 关 ， 
但 在 行距 比较 试验 中 ,两 者 相关 性 不 显著 ( 表 2、 表 
3)。 两 个 试验 中 ,， 反 硝化 能 力 与 nosz 型 反 硝化 菌 群 
丰 度 均 不 相关 。 在 N,O/(N;O+N)) 产 物 比 方面 , 在 品 
种 比较 试验 中 , 它 与 nosZ/(nirK+nirs) 极 显著 负 相 关 
(r=-0.701, P=0.001), 但 与 nosz 型 反 硝 化 菌 群 丰 度 
不 相关 ; 在 行距 比较 试验 中 , 产物 比 与 nosZ/(nirK+ 
nirS) 和 nosz 型 反 硝 化 菌 群 丰 度 均 不 相关 。 


表 2 品种 比较 试验 中 被 测量 变量 间 相 关 性 分 析 


Table 2 Correlation analyses with measured variables in the variety comparison experiment 


土壤 呼吸 nirK 拷贝 数 nirs 拷贝 数 nosz 拷贝 数 nosZ/ 


EC NO5-N NH4-N DC 
Soil respiration nirK copies nirS copies nosZ copies (nirK+nirS) 
BE a 
$ ‘a FR —0.758 
Soil respiration 
EC 0.479 —0.440 
NO3-N 0.610" 一 0.640” 0.405 
NHiI-N —0.432 0.396 -0.679”  —0.641” 
DC -0.726" 0.889% —0.336 -0.501° 0.208 
ir. 内 3 
nirk 3 UK 0.361 ~0.440 -0.097 -0.115 0.333 -0.647 
nirK copies 
nirS Ry so4 0.763 -0.351  —0.302 0.234 0.850 -0.557 
nirS copies 
内 * + 
nosZ 拷贝 数 _y ogg 0.138 -0.207 0.677" 0.568" 0.083 0.621 -0.239 
nosZ copies 
nosZ/(nirK+nirS) 0.363 —0.505* 0.319 0.004 0.013 -0.647"* 0.696" —0.823"" 0.623” 
N20/(N20+N2) -0.280 0.444 -0.237 -0.190 0.030 0.452 —0.560 0.601” -0.431 -0.701” 


DC: 反 硝化 能 力 。*、** 分 别 表示 相关 性 显著 (P<0.05) 和 极 显著 (P<0.01)。DC: denitrification capacity. * and ** indicate significant correlation 
at 0.05 and 0.01 levels, respectively. 
表 3 行距 比较 试验 中 被 测量 变量 间 相 关 性 分 析 
Table 3 Correlation analyses with measured variables in the row spacing comparison experiment 


土壤 呼吸 nirK 拷贝 数 nirs 拷贝 数 nosz 拷贝 数 nosZ/ 


H EC NOi-N NHI-N DC . . 
4 Soil respiration ý i nirK copies nirS copies nosZ copies (nirKtnirS) 
BE r 
+ a Tk —0.901 
Soil respiration 
EC —0.230 0.232 
NO3-N -0.643"° 0.560" 0.726" 
NHj-N 一 0.657” 0.590” 0.728” 0.833” 
DC 一 0.918” 0.866” 0.270 0.716” 0.654” 
7 yu * a 
nirK ÆN oeo] 0.684 0.167 0.195 0.296 0.457 
nirK copies 
nirs 拷贝 数 -0.750 0.853 0.415 0.486 0.550” 0.795 0.575 
nirS copies 
由 * * 
nosZ 拷贝 数 0.223 -0.185 0.570 0.299 0.511” -0.225 -0.025 -0.033 
nosZ copies 
nosZ(nirK+nirS) 0.581" -0.575° 0.313  —0.080 0.087 -0.646° -0.210 -0.543" 0.828" 
N20/(N20+N>) 0.433 -0.378 -0.262 -0.409 -0.097 0.534” -0.304 -0.383 0.410 0.494 


DC: 反 硝 化 能 力 。*、**# 分 别 表 示 相 关 性 显著 (P<0.05) 和 极 显著 (P<0.01)。DC: denitrification capacity. * and ** indicate significant correlation 

at 0.05 and 0.01 levels, respectively. 
A AG Fl FAS BA RO], ANGE oo PA ET EE 
入 手 ， 研 究 它们 对 根 际 土壤 反 硝 化 过 程 的 影响 。 结 
根 际 土壤 反 硝 化 过 程 与 根 际 氮 素 损失 、 作 物 氮 果 表 明 , 不 同 玉米 品种 间 根 际 土壤 反 硝化 能 力 方面 
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存在 一 定 差 异 。 BE 20. ‘HR 8 SAH 958 
的 根 际 土壤 反 硝 化 能 力 显 著 低 于 隆平 2064 mE 
18”， 说 明 前 3 个 品种 的 根 际 氮 素 反 硝 化 损失 相对 
较 少 。 目 前 提高 作物 氮 素 利用 率 方面 主要 从 精准 施 
AB?! SARI AEH IAB AF), (RDS Ble 
物 根 际 的 氮 素 损失 ， 特 别 是 反 硝 化 损失 。 而 实际 上 ， 
减少 根 际 氮 素 反 硝 化 损失 可 能 是 提高 作物 氮肥 利 
用 效率 的 另 一 条 重要 途径 。 在 未 来 研究 中 ,应 重视 
根 际 土壤 反 硝 化 过 程 的 调控 和 低 反 硝化 损失 品种 
的 选 育 。 

在 目前 的 作物 栽培 措施 中 ,“ 增 密 减 氮 * 是 提高 
作物 氮肥 利用 、 减 少 氮肥 负面 环境 效应 的 重要 措 
Hrs, HEAD Al-Naggar 等 2 研究 发 现 ， 对 于 一 些 耐 
密 的 玉米 品种 ， 当 种 植 密度 从 每 公顷 71 400 株 增加 
到 95 200 株 时 ， 氮 肥 用 量 可 从 每 公顷 570 kg N 降低 
到 285 kg N， 而 此 时 产量 基本 保持 不 变 。 但 本 研究 
表明 随 着 种 植 行距 的 减少 ， 即 种 植 密度 不 断 增加 ， 
玉米 根 际 土壤 反 硝 化 能 力 不 断 增加 。 可 见 作物 密度 
的 增加 应 该 控制 在 一 定 的 范围 内 ， 如 果 超 过 某 一 临 
界 密度 ， 根 际 氮 素 反 硝 化 损失 可 能 会 显著 提高 ， 从 
而 又 不 得 不 增加 氮 投 入 量 来 获得 高 产 。 此 时 “ 增 密 减 
氮 ” 措 施 的 效果 将 会 大 大 削弱 ， 很 难 起 到 减 气 目的 。 
Boomsma 等 2 研究 表明 当 种 植 密度 从 每 公顷 79 000 
株 增 加 到 104000 株 时 ,氮肥 投入 量 反 而 要 提高 
165 kg N 才能 获得 相同 产量 。 

在 被 测定 的 指标 中 , 根 际 反 硝化 能 力 在 两 个 试 
验 中 与 土壤 呼吸 均 极 显著 正 相 关 。 土 壤 呼 吸 代 表 着 
土壤 有 机 碳 的 矿 化 上 ,在 一 定 程度 上 反映 土壤 微 生 
物 可 利用 有 机 碳 的 量 馈 。 由 此 推测 ， 玉 米 品 种 和 种 
植 行距 对 根 际 土壤 反 硝 化 过 程 影响 ,可 能 很 大 程度 
由 根 际 有 机 碳 分 滋 量 不 同 导 致 。 在 根 际 分 泌 物 中 ， 
有 机 酸 是 其 重要 的 组 成 部 分 ， 其 分 泌 量 与 根 际 土壤 
pH 显著 负 相 关 [”。 本 研究 也 发 现 根 际 土壤 pH 与 土 
壤 呼 吸 极 显著 负 相 关 。 因 此 ,品种 和 种 植 行距 试验 
中 根 际 土壤 pH 显著 性 的 差异 在 一 定 程度 上 印证 了 
根 际 有 机 碳 分 泌 量 存在 一 定 的 不 同 。 反 硝化 菌 主要 是 
异 养 微 生物 ， 有 机 碳 为 它们 提供 能 源 。 根 际 有 机 碳 供 
应 的 差别 将 会 对 反 硝 化 能 力 产生 一 定 影响 。 因 此 , 在 
未 来 科学 实践 中 ,， 根 际 土壤 氮 素 反 硝 化 损失 的 控制 ， 
应 首先 从 植物 根系 土壤 有 机 物 分 泌 调 控 入 手 。 

除了 受 环境 因子 影响 外 ,， 反 硝化 菌 群 直接 参与 
根 际 反 硝 化 过 程 ， 其 丰 度 变 化 也 可 能 对 根 际 反 硝化 
能 力 产生 一 定 影 响 。 本 研究 中 不 同 玉米 品种 和 种 植 
行距 对 nosz Æ, nirs 型 和 zzK 型 反 硝 化 菌 均 产 生 一 


定 影响 ,但 其 丰 度 与 土壤 反 硝 化 能 力 相 关 性 之 间 存 
在 差异 。 两 个 试验 中 , nsz 型 反 硝 化 菌 群 丰 度 与 反 硝 
化 能 力 没有 显著 相关 性 , 而 nirs 型 菌 群 丰 度 与 反而 
化 能 力 均 呈 极 显著 正 相 关 关 系 ; nirK 型 菌 群 丰 度 在 
品种 试验 中 与 反 硝化 能 力 呈 负 相关 , 但 在 行距 试验 
中 相关 性 不 显著 。 研 究 表明 , nosz 型 菌 参 与 反 硝 化 末 
端 N,O 还 原 ， 它 更 多 地 与 N,O/(N,O+N,) 产 物 比 有 关 ， 
但 与 反 硝化 能 力 相关 性 不 强 中 "1。nirs 型 和 nirK BR 
硝化 菌 均 参与 反 硝 化 第 2 步 NOR, CNSR 
化 能 力 关系 上 的 不 同 ,可 能 恰 反 映 出 两 者 生态 位 存 
在 一 定 差异 。 两 个 试验 表明 ， 玉 米 根 际 土壤 中 nirs 
型 反 硝 化 菌 丰 度 至 少 高 于 nirK 型 菌 两 个 数量 级 。 可 
见 在 玉米 根 际 中 , nirs 型 菌 对 NO; 还 原 起 到 绝对 主 
导 作 用 ,同时 由 于 nirs 菌 的 剧烈 竞争 , nirk 型 菌 的 直 
度 与 根 际 反 硝化 能 力 相 关 性 较 差 ， 其 至 负 相 关 。 根 
际 土壤 中 nirK 型 菌 竞 争 较 弱 可 能 主要 受 两 个 因素 影 
响 。 首 先 ， 相 比较 nirs 型 反 硝化 菌 ,nirK YAS pH 
降低 影响 较 大 中 。 本 研究 中 根 际 土壤 pH 较 非 根 际 
土壤 显著 下 降 ， 有 些 处 理 下 降 了 近 1 个 单位 。 此 外 ， 
相对 于 nirK WHA, nirs 型 反 硝 化 菌 更 喜欢 有 机 碳 和 
营养 元 素 合 量 较 高 的 环境 ,而 根 际 土壤 恰 上 县 备 这 一 
特征 中 3。 

除了 反 硝 化 能 力 方面 ， 反 硝化 N20O/(N2O+N2) 产 
物 比 因 与 痕 量 气 体 N0 排放 密切 相关 , 备 受 关注 。 
nosZ 基因 编码 的 N20 还 原 酶 被 认为 是 唯一 的 N2O E 
物 汇 ， 因 此 一 般 认 为 nosz 型 反 硝 化 菌 丰 度 与 N,O/ 
(NO+N;) 产 物 比 之 间 存 在 较 强 负 相 关中 ”l。 但 本 研究 
两 个 试验 结果 表明 , nosz 菌 丰 度 与 N,O/(N;O+N;) 产 
物 比 的 相关 性 并 不 显著 。 最 新 研究 表明 [5 ， 与 
nosZ 型 丰 度 绝对 量 相 比 ，nosZ/(nirStnirK) 丰 度 比 和 
NO0/(N;O+N;) 产 物 比 之 间 的 关系 更 县 可 比 性 ， 因 为 
nosZ/(nirStnirK) 丰 度 比 不 但 考虑 NO 还 原 ， 还 考虑 
了 NO 产生 , 更 能 反映 NO 的 “ 源 - 汇 平 衡 ”。 在 本 研 
究 品 种 试验 中 ,nos2Z/(nirSt+nirK) 丰 度 比 与 N,O/(N2O+ 
NN;) 产 物 比 呈 极 显著 负 相 关 关 系 ; 但 在 密度 试验 中 ， 
两 者 之 间 相 关 性 不 显著 。 造 成 这 一 结果 的 主要 原因 ， 
可 能 与 两 个 试验 中 nosZ/(nirStnir) 丰 度 比 相差 较 大 
有 关 。 在 品种 比较 试验 中 , nosZ/(nirS+nirK) 丰 度 比 为 
4.3%~35.2%, nosz 型 菌 在 反 硝 化 菌 群 中 占有 一 定 比 
例 ， 能 起 到 一 定 作 用 ; 但 在 行距 比较 试验 中 ,nosZ/ 
(nirS+nirK) F E LMA 0.4%~1.3%, nosz BAER 
硝化 菌 种 群 占据 比例 太 低 ， 难 以 发 挥 较 大 作用 ， 
此 与 NO/N2O+N2) 产 物 比 的 关系 ， 易 受 其 他 因素 的 


影响 。 
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4 结论 
[=| 


品种 和 种 植 行距 都 会 对 玉米 根 际 土壤 反 硝 化 过 
程 产生 显著 影响 。“ 浚 单 20'、‘ 安 农 8 号 :和 : 郑 单 958* 
根 际 反 硝 化 能 力 显著 低 于 其 他 两 个 品种 。 随 着 行距 
减少 ， 反 硝化 能 力 有 显著 增加 趋势 。 根 际 土 壤 有 机 
碳 量 和 nirs 型 反 硝 化 菌 丰 度 的 差异 是 造成 反 硝 化 过 
程 改 变 的 主导 因子 。 品 种 对 反 硝 化 NO/N2O+N?) 产 
物 比 有 一 定 影响 ,但 行距 对 产物 比 没有 显著 影响 。 
在 未 来 玉米 品种 选 育 和 高 效 栽培 管理 中 ,， 根 际 低 反 
硝化 损失 品种 筛选 、 选 育 和 根 际 土壤 反 硝 化 过 程 的 
调控 是 减少 根 际 氮 素 反 硝 化 损失 、 减 少 痕 量 气体 排 
放 和 提高 氮肥 利用 效率 新 的 有 效 途径 。 
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